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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein fermentatives Verfahren 
zur Herstellung von Vanillin aus Ferulasaure und fur die- 
ses Verfahren geeignete Mikroorganismen. 

Vanillin ist ein wichtiger, in der Nahrungs- und 
GenuBmittel- Industrie viel verwendeter Aromastoff. Bis- 
lang wird es hauptsachlich aus dem Lignin der Sulfitab- 
laugen, gelegentlich auch durch Oxidation von Eugenol 
Oder Isoeugenol auf chemischem Wege hergestellt. 
Das auf diese Weise erhaltene Vanillin hat jedoch den 
Nachteil, daB es im lebensmittelrechtlichen Sinne kein 
Naturstoff ist und deshalb auch nicht als naturlicher 
Aromastoff bezeichnet werden darf. 

Der naturliche Aromastoff Vanillin ist bisher nur 
durch Extraktion von Vanilleschoten erhaitlich; das auf 
diese Weise erhaltene naturliche Vanillin ist jedoch sehr 
teuer. Naturliche Aromastoffe sind chemisch definierte 
Stoffe mit Aromaeigenschaften, gewonnen durch geeig- 
nete physikalische Verfahren (einschlieBlich Destination 
und Extraktion mit Losungsmitteln), durch enzymati- 
sche oder mikrobiologische Verfahren aus Ausgangs- 
stoffen pflanzlicher oder tierischer Herkunft, die als 
solche verwendet oder mittels herkommlicher Lebens- 
mittelzubereitungsverfahren (einschlieBlich Trocknen, 
Rosten, Fermentieren) fur den menschlichen Verzehr 
aufbereitet werden. 

Verschiedene andere Verfahren zur Herstellung 
von naturlichem Vanillin mit unterschiedlichen Mikroor- 
ganismen und Enzymen sind in der Zwischenzeit ver6f- 
fentlicht worden, liefern aber bislang aufgrund der nur 
recht geringen Ausbeuten bzw. Konzentrationen keine 
Produkte auf dem Markt; vgl. EP-A 405 197, 453 368 
und 542 348, US-PS 5 128 253, JP-A. 267 268 
(25.10.1988) und 267 284 (25.10.1988). 

In der wissenschaftiichen Literatur wird bei ganz 
verschiedenen Organ ismen das Auftreten von Vanillin 
beim Abbau von Ferulasaure als Intermediarprodukt 
beschrieben, aber in der Regel keine Konzentrationsan- 
gaben gemacht; vgl. S. Toms et al., "The Degradation of 
trans-Ferulic Acid by Pseudomonas acidovorans" in 
Biochemistry 9 (1970), 337-343; J.B. Sutherland et al., 
"Metabolism of Cinnamic, p-Coumaric and Ferulic Acid 
by Streptomyces setonii" in Can. J. Microbiol. 29 (1983), 
1253-1257; G. Otuk, "Degradation of Ferulic Acid by 
Escherichia coli" in J. Ferment. Technol. §3 (1985), 501 - 
506; S. Nazareth et al., "Degradation of Ferulic Acid via 
4-Vinylguaiacol by Fusarium solani (Mart.) Sacc." in 
Can. J; Microbiol. 32 (1986) 494-497; M. Rahouti et a!., 
"Metabolism of Ferulic Acid by Paecilomyces variotii 
and Pestalotia palmar urn" in Appl. Environm. Microbio- 
logy 55 (1989). 2391-2398). 

Teilweise sind die angegebenen Stamme auch 
nicht in Stammsammlungen hinterlegt und daher fur 
Versuche anderer nicht zuganglich. 

Auf der Suche nach einem neuen, praktisch 
anwendbaren Herstellungsverfahren fur naturliches 
Vanillin aus gunstig verfugbaren Ausgangsstoffen 
wurde jetzt uberraschenderweise gefunden, daB dieses 
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auf wirtschaftiiche Weise mit Hilfe von bestimmten Bak- 
terien aus der Gruppe der Actinomyceten in guten Aus- 
beuten und Konzentrationen durch Umsetzung von 
naturlicher Ferulasaure erhalten wird. 

5 Gegenstand der Erfindung sind also neue Amyco- 

latopsis species aus der Gattung Pseudonocardia mit 
den bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH in Braunschweig unter den 
Nummern DSM 9991 und DSM 9992 hinterlegten 

io Stammen. 

Aufgrund der chemotaxonomischen Untersu- 
chungsergebnisse wurden beide Isolate der Gattung 
Amycolatopsis (Familie Pseudonocardiaceae) zugeord- 
net. Die Identifizierung basierte auf folgenden funf 

r5 Merkmalen: 

1. Diagn. Aminosaure des Peptidoglycans: meso- 
Diaminopimel insaure ; 

2. Diagn. Zucker aus Ganzzellhydrolysaten: Arabi- 
20 nose und Galaktose; 

3. MycolsSuren: fehlen; 

4. Menachinone: MK - 9 (H 4 ); 

5. Fettsauremuster: Iso/Anteiso- + 1 0methyl-ver- 
zweigte gesSttigte und ungesattigte Fettsauren 

25 plus 2-Hydroxy-Fettsauren. Dieses Fettsauremu- 
ster ist diagnostisch fur Vertreter der Gattung Amy- 
colatopsis. 

Da DSM 9991 und DSM 9992 auch das typische 

30 Erscheinungsbild der Vertreter der Gattung Amycolat- 
opsis zeigen - beige bis gelbes Substratmycel und auf 
einigen Medien auch ein feines weiBes Luftmycel - wird 
die Zuordnung von DSM 9991 und DSM 9992 zur Gat- 
tung Amycolatopsis zusatzlich durch die Morphobgie 

35 unterstutzt. 

Der Vergleich der Fettsauremuster der beiden 
Stamme mit den Eintr&gen der DSM-Fettsaure-Daten- 
banken durch eine Hauptkomponentenanalyse ergab 
fur beide Stamme eine Zuordnung zu Amycolatopsis 

40 mediterranei. Der Similaritatsindex ist aber in beiden 
Fallen zu niedrig (0,037 und 0,006), urn eine definitive 
Spezies-Zuordnung zuzulassen. 

Zusatzlich durchgefuhrte Analysen der 16S rDNA 
und der Vergieich der diagnostisch en Partialsequenzen 

45 mit den 16S rDNA Datenbandeintragen von Amycolat- 
opsis Typus Stammen, unterstutzen die Ergebnisse der 
Fettsaureuntersuchungen. Auch bei den 16S rDNA 
Sequenzen konnte keine hohe Homologie zu den 
bekannten Amycolatopsis Typus Stammen nachgewie- 

50 sen werden. Im Gegensatz zu den Fettsaure-Ergebnis- 
sen, bei denen keine Unterschiede in den Mustern der 
beiden Isolate gefunden wurden, war es mithilfe der 
16S rDNA Sequenzen moglich, DSM 9991 und DSM 
9992 zu differenzieren. Aufgrund der groBen Unter- 

55 schiede in den 16S rDNA Sequenzen (Similaritat 99,6 
%), kann davon ausgegangen werden, daB DSM 9991 
und DSM 9992 Stamme von jeweils eigenstandigen bis- 
her unbeschriebenen Amycolatopsis Spezies sind. 
Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfah- 
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ren zur Herstellung von Vanillin aus FerulasSure in 
Gegenwart von neuen Amycolatopsis sp. oder deren 
Enzymen oder von Mikroorganismen mit genetischem 
Material aus obigen Amycolatopsis sp., das die Struk- 
tur- und Regulatorgene fur die Enzyme kodiert, die in 
dieser Reaktion wirksam sind. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwen- 
dung des so hergestellten Vanillins zur Herstellung von 
Aromen. 

Die als Ausgangsmateria! bevorzugte naturliche 
Ferulasaure kann unter anderem aus naturlichem 
Eugenol durch Umsetzung mit Pseudomonas sp. DSM 
7062 oder DSM 7063 erhalten werden (DE-OS 4 227 
076). 

Der Organismus kann in einem ublichen Kulturme- 
dium in fur die Kultivierung von Mikroorganismen ubli- 
chen Weise kultiviert werden. Das Substrat kann zu 
Beginn der Inkubation, wahrend oder nach AbschluB 
des Wachstums auf einmal oder uber einen langeren 
Zeitraum verteilt zugegeben werden. Die Menge an 
FerulasSure wird dabei vorteilhaft so bemessen, da IB 
die Konzentration der Verbindung in der Kulturbruhe 80 
g/l, vorzugsweise 15 g/l nicht uberschreitet. Der Verlauf 
der Umsetzung kann durch. Bestimmung des Aus- 
gangsmaterials und des Produkts in der KulturbrOhe 
mittels Hochdruckflussigkeitschromatographie verfolgt 
werden. Nachdem die optimale Menge an Vanillin ent- 
standen ist, wird dieses durch bekannte physikalische 
Verfahren wie Extraktion, Destination oder Chromato- 
graphic aus der Kulturbruhe isoliert. Das so erhaltene 
Rohprodukt kann durch weitere Schritte gereinigt wer- 
den. 

Die Kultivierung des erfindungsgema&en Mikroor- 
ganismus kann in synthetischen, halbsynthetischen 
oder komplexen Kulturmedien erfolgen. Diese Kultur- 
medien enthalten Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen, 
anorganische Salze und gegebenenfalls Spurenele- 
mente und Vitamine. 

Als Kohlenstoffquellen konnen z.B. Zucker wie Glu- 
cose, Zuckeralkohole wie Glycerin oder Mannit, organi- 
sche Sauren wie ZitronensSure Oder komplexe 
Gemische wie Malzextrakt, Hefeextrakt, Casein oder 
Caseinhydrolysat dienen. 

Beispiele fur geeignete Stickstoffquellen sind anor- 
ganische Stickstoffquellen wie Nitrate und Ammonium- 
salze und organische Stickstoffquellen wie Hefeextrakt, 
Sojamehl, Baumwollsaatmehl, Casein, Caseinhydroly- 
sat, Weizengluten und Maisquellwasser. 

Als anorganische Salze konnen beispielsweise 
unter anderem Sulfate, Nitrate, Chloride, Carbonate 
und Phosphate von Natrium, Kalium, Magnesium, Cal- 
cium, Zink und Eisen verwendet werden. 

Die Kultivierungstemperatur liegt vorzugsweise im 
Bereich von 10 bis 55°C, besonders bevorzugt im 
Bereich von 35 bis 45°C. Der pH-Wert des Mediums 
betrSgt bevorzugt 3 bis 9, insbesondere 4 bis 8. Die Kul- 
tivierung kann entweder in geeigneten Schuttelappara- 
turen oder in Fermentern mit Mischeinrichtung erfolgen. 
Bei der Kultivierung ist fur eine ausreichende Beluftung 



Sorge zu tragen. Die Kultivierung kann batchweise, 
halbkontinuierlich oder kontinuierlich durchgefuhrt wer- 
den. Die Kulturdauer bis zum Erreichen einer maxima- 
len Produktmenge liegt zwischen 4 und 120 Stunden 

5 nach dem Animpfen der Kultur. Urn die Mikroorganis- 
men vor der toxtschen Wirkung der eingesetzten bzw. 
gebildeten Substanzen zu schutzen, kann es vorteilhaft 
sein, den Kulturmedien Adsorptionsmitte! zuzusetzen, 
z.B. Aktivkohle oder Adsorberharze wie ®Amberlite 

70 XAD-2, ®Amberlite XAD-7, XAD-1 6, ^Lewatit OC 1 062 
oder OC 1 064. 

Die Prozentangaben der nachfolgenden Beispiele 
beziehen sich jeweils auf das Gewicht 

75 Beispiele 

Beispiel 1 

Herstellung der Vorkultur 

20 

Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit seitlichem Ein- 
stich wurde mit 100 ml Medium, bestehend aus 1 g 
Malzextrakt, 0,4 g Glucose und 0,4 g Hefeextrakt ad 100 
ml Wasser. gefullt und anschliefcend 20 Minuten bei 

25 121 °C sterilisiert Nach dem Abkuhlen wurde der Kol- 
ben mit 200 jjlI einer eingefrorenen Glycerinkultur Amy- 
colatopsis sp. DSM 9991 Oder DSM 9992 beimpft. Die 
Kultur wurde auf einer rotierenden Schuttelmaschine 
bei 45°C und 100 Upm inkubiert. Nach 24 Stunden 

30 wurde diese Kultur zur Beimpfung des Produktionsme- 
diums verwendet. 

Beispiel 2 

35 Produktion im Schuttelkolben 

Acht 500 ml Erlenmeyerkolben mit seitlichem Ein- 
stich wurden mit je 100 ml Medium (4 g/l Glucose, 10 g/l 
Malzextrakt und 4 g/l Hefeextrakt) gefullt und anschlie- 

40 Bend 20 Minuten bei 121 °C dampfsterili9iert. 

Nach dem Abkuhlen wurden die Kolben mit je 2 ml 
einer Kultur von Amycolatopsis sp. DSM 9992 aus Bei- 
spiel 1 angeimpft. Die Kulturen wurden auf einer rotie- 
renden Schuttelmaschine bei 37°C und 100 Upm 

45 inkubiert. 

16 Stunden nach dem Animpfen wurden 20 ml, 
nach 24 Stunden 40 ml und nach 44 Stunden nochmals 
10 ml einer 3,3%igen sterilfiltrierten Ferulas&urel6sung 
zu jedem Kolben zugegeben. Nach 47 Stunden wurde 

so die Kulturbruhe der Kolben vereinigt und der Gehalt an 
Vanillin und nicht umgesetzter Ferulasaure bestimmt. 

Der Gehalt an Vanillin in der Kulturbruhe lag gemSIB 
HPLC-Analysen bei 7317 ppm. 1526 ppm Ferulasaure 
waren noch nicht umsetzt. Das Endgewicht der Kultur 

55 der 8 Kolben betrug 1420 g. Dies ist eine Umsetzung 
von ca. 72 % der Theorie, bezogen auf die umgesetzte 
Ferulasaure. 
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Beispiel 3 

Produktion von Vanillin im 10 I Fermenter 

5 I Kulturmedium (4 g/l Glucose, 10 g/l Malzextrakt 5 
und 6 g/l Hefeextrakt) wurden in einem Fermenter steri- 
lisiert und nach Abkuhlen mit 100 ml einer Vorkultur von 
DSM 9992 gemaG Beispiel 1 angeimpft. 

Die Kulturbedingungen waren: 37°C, 500 Upm, 5 I 
Luft/Min. 12,5 Stunden nach dem Animpfen wurden io 
1.634 kg einer ca. 3,7%igen Ferulasaurel&sung (60,2 g 
Ferulasaure) zugegeben. Nach 17,5 Stunden wurden 
uber einen Zeitraum von 10 Stunden weitere 4,397 kg 
einer ca. 3.7%igen Ferulasaurelosung (164,72 g Feru- 
lasaure) zugepumpt. 75 

Nach 32 Stunden wurde die Fermentation abgebro- 
chen. Die Konzentration an Vanillin lag bei 11,5 g/l und 
es lag noch 1 g/l nicht umgesetzte Ferulasaure vor. Das 
Endvolumen betrug 11,29 I. Dies ist eine Umsetzung 
von 77,8 % der Theone. bezogen auf umgesetzte Feru- 20 
lasaure. 

Patentanspruche 

1 . Amycoiatopsis sp aus der Gattung Pseudonocar- 25 
dia mit den bei der Deutschen Sammlung fur Mikro- 
organismen und Zellkulturen GmbH in 
Braunschweig unter den Nummern DSM 9991 und 
DSM 9992 hinterlegten Stammen. 

30 

2. Verfahren zur Herstellung von Vanillin aus Ferula- 
saure in Gegenwart von Amycoiatopsis sp. DSM 
9991 Oder DSM 9992 Oder dessen Enzymen Oder 
von Mikroorgamsmen mit genetischem Material . 
aus Amycoiatopsis sp. DSM 9991 Oder DSM 9992, 35 
das die Struktur- und Regulatorgene fur die 
Enzyme kodiert. die in dieser Reaktion wirksam 
sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wonach man als Aus- 40 
gangskomponente naturliche Ferulasaure einsetzt. 

4. Verwendung des nach Verfahren gemaB Anspru- 
chen 2 und 3 hergestellten Vanillins zur Herstellung 
von Aromen. 45 
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